血管性血友病（von Willebrand disease，VWD）是由于血管性血友病因子（von Willebrand factor，VWF）数量或质量异常所导致的出血性疾病，目前认为是最常见的遗传性出血性疾病。国外的流行病学研究显示VWD的发病率为0.6%\~1.3%，有出血表现VWD的发病率约为0.1%[@b1]--[@b3]。1926年芬兰医师Erik von Willebrand首次报道了1例因月经过多而死亡的VWD患者。此后，我们对VWD的认识不断深入，并在该病的分子发病机制及并发症的治疗等方面取得了较大的进步。

VWD患者临床出血表现主要为皮肤黏膜出血、手术或外伤后出血不止，严重者可有关节及肌肉出血，女性患者还可表现为月经量多。根据临床表现及其发病机制的不同，VWD可分为3种类型：1型为血浆VWF量部分缺陷，2型为血浆VWF质的缺陷（分为2A、2B、2M和2N四个亚型），3型是血浆VWF完全缺如。临床上可以选择输注VWF浓缩物\[通常含有凝血因子Ⅷ（FⅧ）\]来预防及治疗出血。1974年，Sarji等[@b4]首次报道了1例因多次输注VWF浓缩物而产生VWF同种抗体的VWD患者，随后瑞典和意大利的学者相继报道类似病例[@b5]--[@b7]，Mannucci等[@b7]报道了VWD患者产生可中和正常血浆中VWF的抗VWF抗体。有VWF同种抗体产生的VWD患者对VWF浓缩物的治疗反应差，甚至无效，而且再次接触VWF会产生过敏反应[@b8]--[@b9]。

现就VWF同种抗体产生的分子机制及其诊断治疗进展作一综述。

一、VWF同种抗体的特点

VWD患者反复接受含有VWF制品替代治疗后可产生特异性抑制或灭活VWF的同种抗体，即VWF抑制物。VWF抑制物属多克隆、高亲和性的免疫球蛋白，多为IgG，少数为IgM，其中IgG~4~最为常见。个别VWF抗体以κ轻链为主，且这些抗体针对的抗原决定簇遍布整个VWF分子[@b5],[@b10]--[@b12]。这些数量并不多的IgG亚群并不能激活补体系统，它们和抗原结合后产生变化，导致单价或是二价抗体的产生，这些抗VWF的抗体在免疫反应中的作用目前尚不明确。某些针对VWF A1区的同种抗体可以完全抑制瑞斯托霉素诱导的血小板聚集和高剪切力诱导的血小板聚集[@b13]，还有针对VWF C1区的同种抗体可以竞争性抑制血小板糖蛋白Ⅱb/Ⅲa在VWF的结合位点从而影响血小板聚集[@b14]。抗VWF抗体的一个显著的特点是可以中和正常血浆中的VWF分子[@b7]，但并不是所有抗体均有这种作用。Ruggeri等[@b10]对一个有4例产生VWF抗体VWD患者的家系进行研究，发现高滴度抗体可以中和血浆中VWF的活性而使患者出血症状加重。高滴度的抗体还可以中和血浆中FⅧ的活性，且这种抑制作用是即刻起效的，通过阻止FⅧ与磷脂（磷脂酰丝氨酸）表面结合、影响凝血酶对FⅧ的激活、干扰FⅧ与FⅨa、FⅩa相互作用抑制FⅧ活性，另一方面，这些抗体竞争性抑制FⅧ在VWF上的结合位点，干扰FⅧ与VWF的结合[@b4]--[@b5],[@b15]。针对这两种不同的机制临床上的治疗选择也不同。

二、VWF同种抗体产生的分子机制

在VWD患者中，同种抗体的检出率为5.8%\~9.5%[@b16]--[@b17]，几乎所有的同种抗体均见于3型VWD患者。VWF同种抗体产生机制复杂，尚未完全阐明，无法预测哪些VWD患者会产生同种抗体。目前认为，VWF同种抗体产生的分子机制与VWF基因突变类型及VWD替代治疗制剂类型相关。

1．VWF基因及其合成：VWF基因定位于12号染色体的短臂末端（12p13.3），全长178 kb，包含52个外显子。VWF mRNA长度约为9.0 kb，编码2 813个氨基酸前体蛋白，VWF的前体蛋白含A、B、C、D四种结构: D1-D2-D\'-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK[@b18]。前体蛋白在核糖体上翻译后转运至内质网；其间发生信号肽断裂、单体VWF羧基末端CK区（Cys2773）通过二硫键以尾-尾相连的形式形成pro-VWF二聚体。后者转运至高尔基体进一步加工修饰：在furin等蛋白酶作用下切去D1D2区；在其氨基端富含半胱氨酸的D3区（Cys1142/Cys1099）以头-头相连的形式通过二硫键形成多聚体；然后通过糖基化（包括12个N型糖基化和10个O型糖基化位点）、硫基化等加工过程，形成成熟的VWF多聚体。高尔基体内的酸性环境以及VWF前肽（D1D2区）对多聚体的形成是至关重要的，其中D1D2区所包含的二巯基异构酶共同序列（CGLC）对VWF多聚化过程十分重要。多聚化对于维持VWF正常生物学活性有重要意义[@b19]。成熟的VWF多聚体形成后，一部分持续分泌至血浆，另一部分则储存在内皮细胞的Weibel-Palade小体和血小板的α颗粒中，在受到适当刺激时释放入血。内皮细胞和血小板中储存的VWF是大分子量多聚体，具有较强的生物学活性[@b20]。血浆中VWF多聚体通过血管性血友病因子裂解酶（ADAMTS 13）酶解和细胞清除机制保证VWF水平的大致稳定。

2．与产生VWF同种抗体相关的VWF基因突变：在部分3型VWD患者中可以检测到VWF同种抗体，主要见于大片段或者整个VWF基因缺失的患者中[@b21]--[@b22]。另外还有一些病例报道显示VWF同种抗体可发生在一些无义突变及框移突变的3型患者中[@b23]。VWF同种抗体的产生还和遗传因素有关，也就是说家族中有产生同种抗体的个体比其他个体更容易产生VWF抗体[@b24]。当然，并不是所有VWF基因缺失的3型患者均会产生VWF同种抗体，Mohl等[@b25]在25例匈牙利3型VWD患者中发现5例患者存在VWF大片段缺失，但这5例患者均未产生VWF抗体。Solimado等[@b26]报道10例意大利3型VWD患者的基因缺陷包括大片段缺失、无义突变、错意突变及剪切位点突变，尽管这些患者均反复接受VWF浓缩物治疗，但均未发生VWF同种抗体。

3．替代治疗制剂类型与产生VWF同种抗体的关系：被报道的首例产生VWF抗体的患者是在反复输注冷沉淀后[@b4]，随后有学者发现因反复输注血浆源性浓缩因子Ⅷ（含VWF）而产生VWF抗体[@b5]--[@b7]，但并没有明确的证据表明两种制剂的VWF抗体发生率有差异。近来，在一项临床试验中发现，应用重组人VWF（rhVWF）的患者可产生VWF抗体[@b27]，该试验39例受试对象中有3例在接受rhVWF治疗前已产生高滴度的非中和性抗体，其中1例抗体滴度1.3 BU的患者因其抑制VWF胶原结合实验故排除，另外2例受试对象在接受rhVWF治疗后，有1例受试对象没有产生中和性抗体但血浆中VWF半衰期缩短。至于rhVWF和血浆源性VWF同种抗体的发生率是否有差别仍需进一步研究。

三、伴VWF同种抗体的临床表现及诊断

VWF同种抗体的产生是3型VWD患者一种罕见的严重并发症，临床表现为出血症状加重、频率增加、以往常规的止血剂及浓缩VWF输注效果不佳或无效，甚至发生过敏反应。3型VWD患者如出现以上表现应考虑VWF同种抗体产生。Abshire等[@b28]报道，接受预防治疗的59例严重VWD患者中仅1例产生了VWF同种抗体。另外一项对32例接受2级预防治疗患者的研究显示，仅有1例因既往有踝关节出血而多次进行大剂量VWF浓缩物预防治疗的患者产生了VWF同种抗体[@b29]。在临床上，那些发生高滴度VWF抗体的患者再次接受浓缩VWF治疗时可能发生严重的，甚至危及生命的过敏反应，原因可能在于这些患者体内产生了抗原抗体复合物而发生的超敏反应或是激活补体系统[@b8]--[@b9]。临床上，医生很难预测哪些患者再次接受VWF浓缩物输注时会发生上述过敏反应，故在预防及治疗3型VWD患者出血时需要严密监测同种抗体产生情况。

VWF同种抗体的诊断依赖准确的实验室检测，但目前国际上并没有标准的实验方法来检测抗VWF抗体。以往有学者借鉴FⅧ抑制物活性定量检测的Bethesda方法，将患者血浆与正常血浆按1∶2比例混合，37 °C孵育2 h，然后测定血浆中剩余VWF活性。能够使标准VWF活性降低50％的抑制活性即定义为1个Bethesda单位（BU）。由于VWF的各个功能区的功能不同，因此所有功能区的抑制活性均要检测，包括抑制血小板聚集、抑制胶原结合及抑制VWF与FⅧ结合等。由于一部分抗体可以抑制VWF的非功能区[@b30]，Bethesda方法检测结果为阴性的患者也不能完全排除VWF抗体。抗VWF抗体并无温度及时间依赖性，而是呈剂量依赖性。

近来，国际上一些实验室采用酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测VWF同种抗体，可检测所有抗VWF抗体且敏感性较高，能够早于Bethesda法检出抗体产生，对判断病情及免疫耐受治疗有重要价值[@b30]--[@b31]。由于各地采用的试验方法和试剂不同，ELISA方法对VWF抗体检出的敏感性有差异[@b31]--[@b33]。Siaka等[@b31]采用ELISA法测定获得性VWD患者血浆中抗VWF抗体，在4例无抑制物活性的患者血浆中，有2例检出抗VWF抗体。Franchi等[@b34]采用两步法（ELISA法和确诊试验）在23例获得性VWD患者中检出9例（39%）存在抗VWF抗体，该方法可用于遗传性和获得性VWD患者接受替代治疗时筛查VWF同种抗体。3型VWD患者定期测定VWF抑制物活性和VWF抗体水平，对于判断病情和指导临床治疗均有重要意义。

四、伴VWF同种抗体VWD患者的治疗

目前，对伴VWF同种抗体的VWD患者的治疗原则是迅速止血和去除抗体。对有明显活动性岀血伴高滴度VWF抑制物的患者，可给予大剂量FⅧ、凝血酶原复合物或重组FⅦa，同时应用免疫抑制剂阻止抑制物的产生。

1．控制急性出血：伴有VWF抗体的有严重出血的VWD患者，可考虑大剂量FⅧ输注。2008年Franchini等[@b35]报道了1例成功应用大剂量重组FⅧ（rFⅧ）控制反复急性出血的伴VWF抗体的3型VWD患者。该患者在11年中发生8次急性出血，每次均以首剂5 000 U、随后1 500 U/h rFⅧ持续输注至出血停止。患者在第9次急性出血接受上述rFⅧ治疗时发生了过敏反应，VWF抗体滴度较前升高，立即停用rFⅧ后抗体滴度下降。作者对这一现象的解释是由于患者反复接受大剂量的rFⅧ治疗后发生了抗体再生反应，这种反应源于在生产rFⅧ制剂时VWF基因和FⅧ基因的共表达。

另外可采用"旁路途径"药物，如rFⅦa、活化的凝血酶原复合物（FEIBA）及血小板输注来控制伴VWF抗体VWD患者的急性出血[@b36]--[@b37]。有临床工作者建议交替使用rFⅧ和rFⅦa，在一些临床试验中并未发现两者交替使用产生血栓的情况。当然上述观点仅是个案报道及一些专家意见。输注血小板的来控制急性出血的原理在于正常血小板的α微颗粒中储存的VWF在血管壁损伤释放入血，在抗体与相关功能区域结合之前发挥止血作用[@b38]--[@b39]。

2．围手术期处理：对拟行手术治疗的伴高滴度抗体的VWD患者，应视手术范围给予适当处理以保证围手术期维持有效的止血能力。在手术前需进行大剂量rFⅧ输注治疗。有研究报道术前对VWD患者进行rFⅧ输注可能会因缺乏VWF的保护而使FⅧ半衰期缩短，但大剂量持续输注rFⅧ可以降低某些大手术（如腹部手术）的出血发生率[@b16]。

3．VWF同种抗体清除治疗：自20世纪70年代以来，通过诱导患者体内产生免疫耐受以减少FⅧ抑制物的合成，已被公认为FⅧ抑制物清除治疗手段。免疫耐受机制目前尚不明确，可能的机制包括克隆选择、免疫无能、诱导抑制性T细胞增殖、抗独特型抗体形成等。借鉴清除FⅧ抑制物的免疫耐受治疗，临床上也可考虑免疫耐受治疗清除VWF抗体。免疫耐受治疗的对象原则上包括所有伴VWF抗体的VWD患者，目前尚无法预测免疫耐受治疗的效果，2012年有研究报道免疫耐受治疗成功清除VWF抗体[@b37]。

VWF抗体产生是3型VWD患者长期反复接受替代治疗后一种罕见的并发症。有VWF同种抗体产生的VWD患者对VWF浓缩物的治疗反应差，甚至无效，而且随后再次接触VWF会产生严重的过敏反应。是否有其他潜在调控因素控制仅部分存在VWF大片段缺失的VWD患者产生抗体，抗体特异性的决定性因素是什么，如何根据抗体的特性建立敏感的实验室检测手段，最佳的治疗手段是什么等问题还有待解决。
